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Περίληψη του Έργου
Το έργο «Καινοτόμες λύσεις για τη βιώσιμη και περιβαλλοντικά φιλική φυτοπροστασία των οπωροκηπευτικών της Ελλάδας, στην Ευρώπη του μέλλοντος» στοχεύει στην ανάπτυξη σύγχρονων και καινοτόμων μεθόδων για την προστασία των καλλιεργειών όπως τα κηπευτικά, τα εσπεριδοειδή και το επιτραπέζιο σταφύλι. Περιλαμβάνει τη δημιουργία προηγμένων διαγνωστικών εργαλείων για την ανίχνευση εχθρών και παθογόνων με τεχνολογίες αιχμής, όπως ηλεκτρονικές παγίδες και βιοαισθητήρες, καθώς και πλατφόρμες αλληλούχησης για τον πλήρη προσδιορισμό των ιωμάτων. Επιπλέον, θα αναπτυχθούν μοντέλα πρόβλεψης επιδημιών και καινοτόμα βιοφυτοπροστατευτικά προϊόντα, τα οποία θα αξιολογηθούν για την ασφάλεια τους σε μη στόχους οργανισμούς. Τέλος, οι νέες τεχνολογίες θα ενσωματωθούν σε συστήματα ολοκληρωμένης διαχείρισης φυτοπροστασίας και θα δοκιμαστούν σε πραγματικές συνθήκες, ενώ θα αξιολογηθούν οι κοινωνικοοικονομικές και περιβαλλοντικές επιπτώσεις τους.
Σύνοψη της ΕΕ3
Οι δραστηριότητες της ΕΕ3 περιλαμβάνουν τις βιοδοκιμές αποτελεσματικότητας και τη βελτίωση και ανάπτυξη καινοτόμων μεθόδων και προϊόντων. Κύριες δράσεις της ΕΕ3 περιλαμβάνουν ανάπτυξη και αξιολόγηση καινοτόμων βιοφυτοπροστατευτικών προιόντων, όπως 
- βιοδραστικά μόρια ανάπτυξης αντοχής στα φυτά (πεπτίδια, μεταβολίτες), 
- φυτοπροστατευτικά φυσικής προέλευσης (εκχυλίσματα, μικροβιακοί μεταβολίτες, «green»),  
- νέας γενιάς ελκυστικά και απωθητικά (παγίδες, παρεμπόδιση σύζευξης),
- ανθεκτικές ποικιλίες (και αλληλεπιδράσεις με το οικοσύστημα και τα ωφέλιμα).
Για τα πιο αποτελεσματικά καινοτόμα βιοφυτοπροστατευτικά, θα μελετηθούν και οι επιπτώσεις τους σε οργανισμούς μη στόχους (φυσικοί εχθροί, επικονιαστές, υδρόβιοι οργανισμοί, κυτταροκαλλιέργειες θηλαστικών).

Συνοπτική παρουσίαση του παραδοτέου Π.3.4.7
Σκοπός του παραδοτέου ήταν η ανάλυση της μοριακής βάσης της δράσης του εμπορικά διαθέσιμου ωφέλιμου ριζοβακτηρίου Bacillus amyloliquefaciens MBI600 (Serifel®) έναντι δύο οικονομικά σημαντικών ιών, του ιού του κηλιδωτού μαρασμού της τομάτας (tomato spotted wilt virus, TSWV, Orthotospovirus tomatomaculae) και του ιού του μωσαϊκού της αγγουριάς (cucumber mosaic virus, CMV, Cucumovirus CMV), σε φυτά τομάτας, μέσω ανάλυσης του μεταγραφώματος. Δεδομένου ότι το Serifel® εμφανίζει ισχυρή αντι-ιική δράση έναντι του TSWV (Beris et al., 2018), η οποία ωστόσο δεν παρατηρείται έναντι του CMV, η συγκριτική ανάλυση του μεταγραφωμάτων θα βοηθήσει στην κατανόηση των διακριτών μηχανισμών άμυνας και των πολύπλοκων αλληλεπιδράσεων που επάγονται στο φυτό κατά την ιική μόλυνση. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από το είδος του ιού και η διερεύνησή τους είναι κρίσιμη για τον εντοπισμό των κατάλληλων PGPRs που μπορούν να περιορίσουν αποτελεσματικά τη δράση ενός συγκεκριμένου ιού. Η ανάλυση των μεταγραφωμάτων με RNA-Seq υπέδειξε την επαγωγή διαφορετικών μηχανισμών και μονοπατιών σηματοδότησης παρουσία των διαφορετικών ιών, με κυριότερο ρόλο να εμφανίζουν τα μονοπάτια που ρυθμίζονται από τις φυτο-ορμόνες.

1 [bookmark: _Toc217298868]ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΣΤΟΧΟΙ
Τα ριζοβακτήρια που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria, PGPRs) είναι ωφέλιμοι μικροοργανισμοί που ενισχύουν την ανάπτυξη, μέσω αποικισμού του ριζικού συστήματος, την παραγωγή φυτικών ορμονών, την έκκριση σιδηροφόρων, την ενίσχυση της πρόσληψης θρεπτικών στοιχείων και τη διαλυτοποίηση του φωσφόρου και των βιταμινών. Ταυτόχρονα τα PGPRs συμβάλλουν στην προαγωγή της άμυνας των φυτών μέσω της παραγωγής αντιβιοτικών και λυτικών ενζύμων, του ανταγωνισμού τους με φυτοπαθογόνους οργανισμούς και της ενεργοποίησης πολύπλοκων σηματοδοτικών μονοπατιών που επάγουν τη συστημική ανθεκτικότητα (Induced Systemic Resistance, ISR). Το τελευταίο καθιστά τα PGPRs ανάμεσα στις πιο περιβαλλοντικά φιλικές λύσεις για την καταπολέμηση των ασθενειών των φυτών. Παρότι τα δεδομένα που τεκμηριώνουν την αντιική δράση των PGPRs είναι πολυάριθμα, η χρήση τους στον αγρό για την αντιμετώπιση των ιολογικών ασθενειών παραμένει περιορισμένη. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η αποτελεσματικότητα ενός PGPR έναντι ενός ιού σε ένα συγκεκριμένο παθοσύστημα επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμού από το γένος ή/και το είδος του ιού. Επομένως, η διερεύνηση του εξειδικευμένου μοριακού μηχανισμού δράσης των PGPRs έναντι συγκεκριμένων ιών με στόχο την κατανόηση του διαφορετικού βαθμού ανθεκτικότητας που προσδίδει η εφαρμογή τους θα βοηθήσει στον εντοπισμό των διαφορικά εκφραζόμενων μονοπατιών, όρων γονιδιακής οντολογίας (Gene Ontologies terms, GO terms) και πιθανών γονιδίων που χαρακτηρίζουν την εξειδικευμένη αντιική δράση του κάθε PGPR. 
Σε προηγούμενη μελέτη είχε δειχθεί η αντιική δράση του Serifel® έναντι του ιού του κηλιδωτού μαρασμού της τομάτας (tomato spotted wilt virus, TSWV, Orthotospovirus tomatomaculae), καθώς η εφαρμογή του είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση του αριθμού των TSWV μολυσμένων φυτών. Ταυτόχρονα, και σύμφωνα με τα αποτελέσματα του παραδοτέου 3.4.6, αντίστοιχη δράση δεν παρατηρήθηκε έναντι του ιού του μωσαϊκού της αγγουριάς (cucumber mosaic virus, CMV, Cucumovirus CMV) καθώς δεν υπήρχε διαφορά στην εξέλιξη της νόσου (εμφάνιση και ένταση συμπτωμάτων) και στον τίτλο του ιού. Για τη διερεύνηση της μοριακής βάσης που διέπει την εξειδίκευση του Serifel® έναντι του TSWV πραγματοποιήθηκε ανάλυση και σύγκριση του μεταγραφώματος φυτών τομάτας μολυσμένων με TSWV και CMV, παρουσία και απουσία του Serifel®, με αλληλούχηση υψηλής απόδοσης, RNA-Seq. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξε τη διαφορετική απόκριση των φυτών παρουσία του TSWV αλλά όχι του CMV, και ανέδειξε τη συμμετοχή των φυτο-ορμονών στην παρατηρούμενη εξειδίκευση του Serifel® έναντι του TSWV.

2 [bookmark: _Toc217298869]ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΕΡΓΑΣΙΩΝ
2.1 [bookmark: _Toc217298870]Υλικά και Μέθοδοι
[bookmark: _Toc216694149][bookmark: _Toc216695101][bookmark: _Toc217298871]Η ανάλυση του μεταγραφώματος πραγματοποιήθηκε σε φυτά τομάτας (Solanum lycopersicum), υβριδίου Belladona F1, τα οποία αναπτύχθηκαν σε θάλαμο σταθερών συνθηκών (εύρος θερμοκρασίας 20οC - 22οC, 16 ώρες φωτοπερίοδος). Για την εφαρμογή του Serifel®, το εμπορικά διαθέσιμο προϊόν αραιώθηκε σε αποστειρωμένο νερό σε συγκέντρωση 5,5 × 10⁷ cfu/ml και 60 mL του προκύπτοντος εναιωρήματος εφαρμόστηκαν με ριζοπότισμα. Ακολουθήθηκε πρόγραμμα τριπλής εβδομαδιαίας εφαρμογής, με την πρώτη εφαρμογή να πραγματοποιείται στο αναπτυξιακό στάδιο κατά το οποίο έχει εκπτυχθεί πλήρως το δεύτερο πραγματικό φύλλο (στάδιο BBCH 102) των φυτών τομάτας. Η μόλυνση με τους TSWV και CMV πραγματοποιήθηκε μηχανικά σε ένα φυλλάριο του κορυφαίου πλήρως εκπτυγμένου σύνθετου φύλλου μία ημέρα μετά τη δεύτερη εφαρμογή των μικροοργανισμών. Τα μολύσματα των ιών που χρησιμοποιήθηκαν παρασκευάστηκαν με ομογενοποίηση μολυσμένου ιστού φυτών Nicotiana rustica σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού νατρίου 10 mM, pH 7, με 0,2% w/v DIECA (αραίωση 1:3 w/v), ενώ για τη μηχανική μόλυνση προστέθηκε 3% carborundum. Τρεις ημέρες μετά τη μηχανική μόλυνση (days post inoculation, dpi), συλλέχθηκε το πλήρως εκπτυγμένο ακραίο σύνθετο φύλλο, το οποίο χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση ολικού RNA με το RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Ακολούθησε απομάκρυνση του γενωμικού DNA με τη χρήση της DNase I (NE Biolabs) σύμφωνα με τα πρωτόκολλα των κατασκευαστών. Η ποσότητα και ποιότητα του RNA που απομονώθηκε ελέχθηκε με τη χρήση νανοφωτόμετρου και με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης αντίστοιχα. Στη συνέχεια τα δείγματα εστάλησαν στο Ελληνικό Κέντρο Γονιδιωματικής (Ίδρυμα Ιατροβιολογικών Ερευνών Ακαδημίας Αθηνών, ΙΙΒΕΑΑ) για τη δημιουργία των απαραίτητων βιβλιοθηκών και την αλληλούχηση υψηλής απόδοσης (high-throughput sequencing, HTS) RNA-Seq σε πλατφόρμα Illumina Novaseq 6000. Από την RNA-Seq ανάλυση πάρθηκαν 25 εκατομμύρια αναγνώσεις (reads) ανά δείγμα, ενώ συνολικά αναλύθηκαν 15 δείγματα [3 φυτά ανά βιολογική ομάδα, 5 βιολογικές ομάδες (Water+CMV, Water+TSWV, Serifel®+CMV, Serifel(®+TSWV, Water+Mock)]. Η ομάδα Water+Mock, που περιελάμβανε υγιή φυτά στα οποία δεν είχε γίνει εφαρμογή του PGPR αλλά είχαν υποστεί μηχανική μόλυνση μόνο με το ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού νατρίου, χρησιμοποιήθηκε ως ομάδα μάρτυρας. Στη συνέχεια ακολούθησε βιοπληροφορική ανάλυση με το πρόγραμμα Geneious (v. 11.1.5) που περιελάμβανε την επιλογή των αλληλουχιών με μήκος μεγαλύτερο τον 20 nts, την απομάκρυνση των barcode και adaptor αλληλουχιών καθώς και την απομάκρυνση των χαμηλής ποιότητας περιοχών και αναγνώσεων (Q score 30) με την χρήση του BBDuk. Η υψηλής ποιότητας αναγνώσεις στοιχήθηκαν βάσει ομοιότητας με το γονιδίωμα της τομάτας (GCF_036512215.1) με τη χρήση του Geneious RNA-Seq assembler. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε η συγκριτική ανάλυση για την εύρεση των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων (diferentially expressed genes, DEGs) με τη χρήση του αλγόριθμου DESeq2 (Love et al., 2014). Τα DEGs που ταυτοποιήθηκαν (p-adjusted value < 0.05, log2FC > 1 ή < -1) χρησιμοποιήθηκαν για την ανάλυση του εμπλουτισμού των όρων γονιδιακής οντολογίας (GO terms) και KEGG μονοπατιών με τη χρήση των προγραμμάτων Blast2GO (Conesa et. Al, 2004) και KOBAS-i (Bu et al., 2021) αντίστοιχα.


2.2 [bookmark: _Toc217298872]Αποτελέσματα και Συζήτηση
Από την παραπάνω βιοπληροφορική ανάλυση προέκυψε ότι ο μεγαλύτερος αριθμός διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων (DEGs) καταγράφηκε στα φυτά μετά από εφαρμογή με το Serifel® και παρουσία του TSWV, ενώ τα λιγότερα DEGs καταγράφηκαν στην βιολογική ομάδα που περιείχε τα φυτά παρουσία μόνο του TSWV (TSWV+Water). Ενδιάμεσος και παρόμοιος αριθμός DEGs καταγράφηκε στις βιολογικές ομάδες CMV+Water και CMV+Serifel® (Πίνακας 3.4.7-1). 

Πίνακας 3.4.7-1: Αριθμός διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων (Differentially Expressed Genes, DEGs) που ταυτοποιήθηκαν κατά τη σύγκριση των μεταγραφωμικών προφίλ με τα φυτά μάρτυρες. 
	Βιολογική Ομάδα
	Συνολικός αριθμός DEGs
	Υπερ-εκφραζόμενα γονίδια
	Υπο-εκφραζόμενα γονίδια

	CMV+Water
	540
	439
	101

	CMV+Serifel®
	423
	354
	69

	TSWV+Water
	76
	18
	58

	TSWV+Serifel®
	756
	598
	158




Με την ανάλυση εμπλουτισμού που πραγματοποιήθηκε για τους όρους γονιδιακής οντολογίας που σχετίζονται με την βιολογική διαδικασία (GO:Biological Process) εντοπίστηκαν τέσσερις όροι (response to stress, regulation of biological process, response to stimulus και DNA-templated transcription) οι οποίοι υπερ-εκπροσωπεύονταν, σε παρόμοια επίπεδα, τόσο παρουσία του PGPR όσο και απουσία αυτού καθώς και ανεξάρτητα με το είδος του ιού. Οι όροι αυτοί πιθανά σχετίζονται την γενική άμυνα που ενεργοποιείται στα φυτά μετά από μία ιική μόλυνση (Εικόνα 3.4.7-1). 
Στην περίπτωση του CMV, τόσο η απουσία του Serifel® (ομάδα CMV+Water) όσο και η παρουσία του, είχε ως αποτέλεσμα τον εμπλουτισμό των GO όρων που σχετίζονται με τον κυτταρικό κύκλο (cell cycle), αυτών που σχετίζονται με διεργασίες που βασίζονται στους μικροσωληνίσκους (microtubule-based process) καθώς και αυτών που σχετίζονται με διαδικασίες της αναπαραγωγής (reproductive process). Ωστόσο παρουσία του Serifel® καταγράφηκε και η υπερ-εκπροσώπευση των όρων του σηματοδοτικού μονοπατιού που ενεργοποιείται από την κυτοκίνη (cytokinin-activated signaling pathway) και της απόκρισης σε ορμόνες (response to hormone), υποδηλώνοντας τη ρύθμιση ορμονικά εξαρτώμενων μηχανισμών παρουσία του PGPR  κατά την απόκριση των φυτών στη CMV μόλυνση (Εικόνα 3.4.7-1).
Όσον αφορά τον TSWV, τα φυτά χωρίς εφαρμογή του Serifel® εμφάνισαν ιδιαίτερα υψηλό εμπλουτισμό της διεργασίας αναδίπλωσης πρωτεϊνών (protein folding), γεγονός που υποδηλώνει έντονη κυτταρική καταπόνηση. Αντίθετα, η παρουσία του Serifel®, είχε ως αποτέλεσμα τον εμπλουτισμό, και σε αυτή την περίπτωση, των όρων που σχετίζονται με τον κυτταρικό κύκλο και τον κυτταροσκελετό με παρόμοιο τρόπο με αυτόν που παρατηρήθηκε παρουσία του CMV, καθώς και σαφής ενεργοποίηση αποκρίσεων σε φυτικές ορμόνες, όπως η αυξίνη (response to auxin) και το αμπσισικό οξύ (response to abscisic acid) (Εικόνα 3.4.7-1).



[image: ]
Εικόνα 3.4.7-1: Ανάλυση εμπλουτισμού όρων Γονιδιακής Οντολογίας που σχετίζονται με βιολογικές διεργασίες (GO Biological Process) σε φυτά μολυσμένα με CMV και TSWV απουσία (Water) και παρουσία του Serifel®. Οι μπάρες απεικονίζουν τις τιμές εμπλουτισμού των σημαντικότερων βιολογικών διεργασιών που επηρεάζονται σε κάθε  βιολογική ομάδα. Τα χρώματα αντιπροσωπεύουν την κατανομή των όρων στις διάφορες βιολογικές ομάδες.


Η ανάλυση εμπλουτισμού των μοριακών λειτουργιών (GO Molecular Function) αποκάλυψε σαφείς διαφοροποιήσεις μεταξύ των συνθηκών Water και Serifel®, τόσο στα δείγματα CMV όσο και στα δείγματα TSW (Εικόνα 3.4.7-2). Οι σημαντικότερες διαφορές που καταγράφηκαν αφορούν την υπερ-εκπροσώπευση των πρωτεϊνών που εμφανίζουν ενεργότητα ελικάσης (helicase activity) παρουσία του Serifel® και ανεξάρτητα του είδους του ιού, οι οποίες πιθανώς να σχετίζονται με τον συνολικό μεταγραφωμικό επαναπρογραμματισμό παρουσία ενός PGPR και ενός ιού, ενώ παρατηρήθηκε εξειδικευμένη υπερ-εκπροσώπευση των πρωτεϊνών με οξειδο-αναγωγικές ιδιότητες (oxidoreductase activity), υποδηλώνοντας πιθανή ενεργοποίηση μηχανισμών κυτταρικού μεταβολισμού και απόκρισης στο στρες. Ταυτόχρονα, η σημαντικότερη αλλαγή στην υπερ-εκπροσώπηση των όρων που σχετίζονται με τα κυτταρικά διαμερίσματα (GO Cellular Compartment) παρατηρήθηκε στα φυτά παρουσία μόνο του TSWV (ομάδα TSWV+Water) και αφορούσε τις πρωτεΐνες που στοχεύονται στον πυρήνα (nucleus) (Εικόνα 3.4.7-3).
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Εικόνα 3.4.7-2: Ανάλυση εμπλουτισμού όρων Γονιδιακής Οντολογίας που σχετίζονται με μοριακές λειτουργίες (GO Molecular Function) σε φυτά μολυσμένα με CMV και TSWV απουσία (Water) και παρουσία του Serifel®. Οι μπάρες απεικονίζουν τις τιμές εμπλουτισμού των σημαντικότερων μοριακών λειτουργιών που επηρεάζονται σε κάθε  βιολογική ομάδα. Τα χρώματα αντιπροσωπεύουν την κατανομή των όρων στις διάφορες βιολογικές ομάδες.
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Εικόνα 3.4.7-3: Ανάλυση εμπλουτισμού όρων Γονιδιακής Οντολογίας που σχετίζονται με κυτταρικά διαμερίσματα (GO Cellular Compartment) σε φυτά μολυσμένα με CMV και TSWV απουσία (Water) και παρουσία του Serifel®. Οι μπάρες απεικονίζουν τις τιμές εμπλουτισμού των σημαντικότερων μοριακών λειτουργιών που επηρεάζονται σε κάθε  βιολογική ομάδα. Τα χρώματα αντιπροσωπεύουν την κατανομή των όρων στις διάφορες βιολογικές ομάδες.
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Εικόνα 3.4.7-4: Ανάλυση εμπλουτισμού όρων λειτουργικών μονοπατιών KEGG σε φυτά μολυσμένα με CMV και TSWV απουσία (Water) και παρουσία του Serifel®. Οι μπάρες απεικονίζουν τις τιμές εμπλουτισμού των σημαντικότερων μοριακών λειτουργιών που επηρεάζονται σε κάθε  βιολογική ομάδα. Τα χρώματα αντιπροσωπεύουν την κατανομή των όρων στις διάφορες βιολογικές ομάδες..

Όσον αφορά τα λειτουργικά KEGG μονοπάτια (Εικόνα 3.4.7.-4), παρουσία του CMV και απουσία του Serifel® ή παρουσία αυτού, παρατηρήθηκε ο εμπλουτισμός τον μονοπατιών που σχετίζονται με τον ομόλογο ανασυνδυασμό και την αντιγραφή του DNA, γεγονός που  πιθανά σχετίζεται με τον αναπρογραμματισμό που πραγματοποιείται στις διεργασίες του κυττάρου κατά την μόλυνση με τον CMV και την ενεργοποίηση της έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων. Τέλος, παρουσία του TSWV εμπλουτίζεται μόνο το μονοπάτι που σχετίζεται με την κατεργασία των πρωτεϊνών στο ενδοπλασματικό δίκτυο (Protein processing to endoplasmic reticulum), ενώ παρουσία του Serifel® παρατηρείται και η ενεργοποίηση δευτερογενών μονοπατιών άμυνας, όπως η βιοσύνθεση φλαβονοειδών (flavonoid biosynthesis), το σηματοδοτικό μονοπάτι των MAPK (MAPK signaling pathway) και η σηματοδότηση μέσω των φυτο-ορμονών (plant hormone signal transduction).
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Συνολικά, τα αποτελέσματα καταδεικνύουν ότι η επίδραση του Serifel® στην απόκριση των φυτών έναντι μίας ιικής μόλυνσης εμφανίζει υψηλή εξειδίκευση ως προς το είδος του ιού, με ουσιώδεις διαφορές να παρατηρούνται μεταξύ των CMV και TSWV. Στην περίπτωση του CMV, η παρουσία του Serifel® δεν συνοδεύτηκε από σημαντική αύξηση του αριθμού των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων, ούτε από ριζική αναδιάρθρωση του μεταγραφωμικού προφίλ, αλλά κυρίως από ποιοτική τροποποίηση της απόκρισης, με στοχευμένη ενεργοποίηση ορμονικά ρυθμιζόμενων σηματοδοτικών οδών, όπως η εξαρτώμενη από την κυτοκίνη σηματοδότηση. Αντιθέτως, κατά τη μόλυνση με τον TSWV, το Serifel® προκάλεσε εκτεταμένο μεταγραφωμικό επαναπρογραμματισμό, με έντονη αύξηση του αριθμού των DEGs και ενεργοποίηση πολλαπλών μηχανισμών άμυνας, συμπεριλαμβανομένων δευτερογενών μεταβολικών και σηματοδοτικών μονοπατιών. Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι το Serifel® ενισχύει έναντι του TSWV πυροδοτεί μια εντονότερη αμυντική απόκριση των φυτών η οποία σχετίζεται πιθανά με την εξειδικευμένη δράση του PGPR έναντι του συγκεκριμένου ιού.
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